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Microbiologie  diagnost ique —  Lausanne 
mais également aux chan-
gements épidémiologiques 
et à une proportion accrue 
de bacilles Gram négatifs 
multi-résistants. De plus, 
notre laboratoire doit adap-
ter les outils diagnostiques 
spécifiques pour certains 
pathogènes majeurs dont 
par exemple, l’agent de la 
tuberculose, le méningoco-
que ou l’agent de la maladie 
de Lyme.  
 
Je vous souhaite donc une 
bonne lecture et un bel au-
tomne. 
 
 
  
Lausanne, 
le 4 octobre 2016 
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 Après les new-
sletters de 2012 et de 
2014, voici la dernière 
newsletter de l’institut de 
microbiologie qui présen-
te les innovations récen-
tes effectuées par le labo-
ratoire de diagnostique de 
microbiologie, ainsi que 
les grands changements 
qui ont marqué ces 2 der-
nières années. 
 
Mentionnons à titre 
d’exemple le déménage-
ment des laboratoires de 
bactériologie et parasito-
logie dans de nouveaux 
locaux au BH18, locaux 
partagés avec le labora-
toire d’épidémiologie et 
d’hygiène hospitalière.  
 
Mentionnons également 
l’automatisation, la géno-
mique, la métagénomique 
et le développement des 
tests rapides qui permet-
tent à notre laboratoire de 
microbiologie diagnosti-
que d’apporter des tests 
de qualité et des techno-
logies de pointe  pour le 
plus grand bien des pa-
tients.  
Et n’oublions pas les 
techniciennes et techni-
ciens en analyse biomé-
dicale, les biologistes et 
les médecins, qui tous 
solidaires sont les vérita-
bles acteurs de ces 
changements. Acteurs 
qui doivent toutefois s’a-
dapter en raison de l’au-
tomatisation accrue et du 
changement de métier 
que cela implique et de 
la place croissante que 
la bioinformatique et la 
micro-informatique pren-
nent dans nos laboratoi-
res.  
 
J’espère donc que ce 
numéro 2016 de la new-
sletter vous permettra 
d’apprécier le dynamis-
me de notre laboratoire 
diagnostique qui doit 
faire face au quotidien, 
non seulement aux chan-
gements des techniques, 
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ciens interrogés saluent le bruit moins im-
portant, la plus grande luminosité des labo-
ratoires et l’ergonomie accrue, notamment 
grâce à des tables dont la hauteur est ré-
glable.  
La réunion des techniciennes et techni-
ciens des deux laboratoires dans la même 
plateforme a nécessité des adaptations 
afin d’uniformiser les pratiques. Ces adap-
tations ont pu se faire très rapidement et 
ont permis un enrichissement réciproque 
des deux équipes.  
 
 
 
Le projet New LAB 18 consistait en un 
déménagement (i) des laboratoires de 
l’institut de microbiologie ainsi que (ii) du  
laboratoire d’épidémiologie de l’unité d’hy-
giène prévention et contrôle de l’infection 
(HPCI) au 18ème étage du bâtiment prin-
cipal du CHUV. Cet emménagement, 
dans une longue plateforme commune de 
7m de large et environ 50m de long, a été 
une opportunité de réorganisation des 
activités avec une amélioration du flux de 
travail, un partage des locaux, des compé-
tences et des équipements entre la micro-
biologie et l’unité HPCI. Le déménage-
ment s’est déroulé sur une période de 4 
semaines et n’a pas perturbé la qualité 
des prestations, grâce à l’engagement de 
l’ensemble de l’équipe. Le bilan est très 
positif puisque dans ces nouveaux locaux, 
l’ensemble des techniciennes et techni-
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« Déménagement  : 
une opportunité de 
réorganisation des 
activités » 
Figure :  
Les nouveaux locaux de microbiologie, avec à l’avant-plan le WASP permettant 
l’ensemencement automatisé des géloses. 
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sis), de l’agent de la grippe 
(Influenza), du norovirus, de 
l’entérovirus, de la den-
gue…(1)  Notons ici que le 
coût des tests PCR rapides 
de type GeneXpert, bien 
que significatif, se justifie 
généralement par le bénéfi-
ce d’isoler ou non un pa-
tient. C’est le cas pour l’a-
gent de la grippe, pour le 
staphylocoque résistant à la 
mé th i c i l l i ne  (MRSA) , 
C. difficile, M. tuberculosis, 
Norovirus et le virus respira-
toire syncytial. L’utilisation 
de la PCR GeneXpert enté-
rovirus se justifie également 
puisque la durée d’hospitali-
sation est considérablement 
raccourcie grâce à ce test 
rapide moléculaire, passant 
d’une médiane de 4 jours à 
une médiane de 11 heures 
environ (2). Ainsi, les coûts 
sont réduits de CHF 3691.- 
sans PCR ou de CHF 
2738.- avec une PCR clas-
sique à CHF 580.- par hos-
pitalisation pour une ménin-
gite à entérovirus.  
L’implémentation de ces 
nouveaux horaires nous 
permet également de pren-
dre en charge les hémo-
cultures qui se positivent en 
fin de journée. Cet élargis-
sement des horaires a été 
associé à un arrêt des pi-
quets de nuit entre 22h00 et 
7h00 du matin puisque les 
principales urgences infec-
tiologiques (suspicion de 
méningite et suspicion de 
malaria), peuvent être traitées 
empiriquement dans l’attente 
d’un résultat microbiologique. 
De plus, nous avions montré la 
faible utilité de l’examen direct 
sur le liquide céphalorachidien 
la nuit, en raison de la faible 
sensibilité de ce test et du fait 
que basé sur les recommanda-
tions actuelles, 100% des pa-
tients souffrants de méningites 
sont traités empiriquement par 
ceftriaxone en attendant le 
résultat des cultures et des 
PCR (3).  
Références  : 
(1) Clerc O, Greub G.  
Routine use of point-of-care 
tests: usefulness and applica-
tion in clinical microbiology.  
Clin Microbiol Infect. 2010;16
(8):1054-61.    
 
(2) Giulieri SG, Chapuis-
Taillard C, Manuel O, Hugli O, 
Pinget C, Wasserfallen JB, 
Sahli R, Jaton K, Marchetti O, 
Meylan P. 
Rapid detection of enterovirus 
in cerebrospinal fluid by a fully-
automated PCR assay is asso-
ciated with improved manage-
ment of aseptic meningitis in 
adult patients.  
J Clin Virol. 2015 Jan;62:58-
62. 
(3) Tissot F, Prod'hom G,   
Manuel O, Greub G. 
Impact of round-the-clock CSF 
Gram stain on empirical ther-
apy for suspected central nerv-
ous system infections. 
Suite à notre proposition 
avalisée par la direction 
générale en septembre 
2015, le laboratoire de mi-
crobiologie diagnostique 
offre dès le 1er janvier 
2016 des prestations de 
7h00 à 22h00, 7j/7j (au lieu 
de 8h-17h 5j/7j et 8h-14h le 
week-end). Ces prestations 
élargies incluent certains 
examens de Gram et de 
mises en culture pour des 
échanti l lons précieux 
( l iquides art iculaires, 
LCR…) et également des 
tests rapides. Les tests 
rapides sont des tests im-
munochromatographiques 
et des tests moléculaires 
semi-automatisés. Ces 
tests rapides permettent de 
diminuer le temps jusqu’au 
rendu des résultats avec (i) 
une amélioration de la qua-
lité des soins lors d’infec-
tions sévères, (ii) une amé-
lioration de la prise en char-
ge des infections nosoco-
miales, (iii) une améliora-
tion du flux des patients 
(décision d’isolement ou 
non) et (iv) un bénéfice 
financier au niveau institu-
tionnel.  
Ces tests rapides incluent 
entre autres la détection de 
staphylocoques dorés ré-
sistants à la méthicilline 
(MRSA), la détection d’en-
térocoques résistants à la 
vancomycine (VRE), la 
détection de l’agent de la 
tuberculose (M. tuberculo-
« Ces tests rapides 
permettent de 
diminuer le temps 
jusqu’au rendu 
des résultats » 
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Figures :   
Les tests rapides moléculaires sont effectués à Lausanne à l’aide du Genxpert (Panel A) et 
du BD-Max (panel B). 
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Les applications des tests de diagnostic 
moléculaire continuent d’augmenter de 
manière drastique. Ces tests moléculaires 
s’appliquent actuellement dans tous les 
domaines de la microbiologie c’est à dire 
aussi bien pour la détection des bactéries 
à croissance fastidieuse, des bactéries 
intracellulaires, des virus, des levures, des 
champignons filamenteux et de divers 
parasites, mais également pour la détec-
tion de toxines ou d’autres facteurs de 
virulence, la détection rapide de gènes 
codant pour la résistance aux antibioti-
ques et/ou de mutations conférant une 
résistance aux antimicrobiens,  pour le 
diagnostic lors de cultures 
négatives en raison d’antibio-
thérapies préalables et enfin 
pour le typage. Malgré le dé-
veloppement de nombreux 
tests moléculaires commer-
ciaux, et selon une étude ef-
fectuée par le groupe euro-
péen du diagnostic moléculai-
re (ESGMD), 47% des labora-
toires interviewés utilisent des 
tests « home-made ». Ces 
tests moléculaires sont géné-
ralement le résultat de proces-
sus recherche et développement (R&D) 
incluant des approches standardisées et 
une série d’étapes de validation.  
En parallèle l’automatisation s’est déve-
loppée en microbiologie que ce soit pour 
la microbiologie dite classique ou pour le 
diagnostic moléculaire. Comme en témoi-
gne notre plateforme de diagnostique mo-
léculaire développée à Lausanne, nous 
avons pu automatiser en plaque de 384 
puits l’analyse par PCR de plus de 90 
paramètres différents, incluant des bacté-
ries, virus, parasites et champignons.  Les 
avantages principaux de cette automatisa-
tion sont financiers, 
qualitatifs 
(reproductibilité 
augmentée, moins 
de faux positifs), augmentation du nombre 
de tests par heure (throughput), diminu-
tion du temps du rendu du résultat (<24H), 
et la disponibilité d’une plateforme flexible 
permettant de faire face à une soudaine 
augmentation de la demande. Cette plate-
forme nous permet de nous adapter aux 
nouveaux besoins des cliniciens 
(épidémies, nouveaux pathogènes) et de 
rester vigilants scientifiquement 
(polymorphisme).  
Le processus de recherche et développe-
ment, la description de cette plateforme 
ainsi que le portfolio des tests à disposi-
tion sont sur notre site.. 
 
 
Référence : 
 
Gilbert Greub, Roland Sahli, René 
Brouillet and Katia Jaton.  
Ten years of R&D and full automation in 
molecular diagnosis.  
Future in Microbiology. Volume 11, pages 
403-425, March 2016.  
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« Grâce à 
l’automatisation, 
les bactéries, 
virus, parasites et 
champignons 
peuvent  être 
testés par PCR sur 
une même plaque 
de 384 puits » 
Depuis 3 ans, notre labora-
toire de microbiologie dia-
gnostique utilise le système 
automatisé WASP pour 
inoculer les géloses. Ainsi 
quotidiennement, plus de 
mille géloses sont ense-
mencées. La durée d’incu-
bation moyenne étant d’en-
viron 2 jours, chaque gélose 
est généralement lue au 
moins 2 fois ce qui repré-
sente un total de 2 000 gé-
loses lues par jour. Ainsi 
l’utilisation future d’incuba-
teurs intelligents capables 
de détecter la croissance 
sur les géloses, d’acquérir 
des images de ces géloses 
et de permettre une lecture 
à distance (appelée télé-
bactériologie) est haute-
ment souhaitée, puisqu’elle 
permettra une économie 
significative en terme d’em-
plois pleins temps (EPT) 
des techniciennes et techni-
ciens en analyses biomédi-
cales (TAB) et d’augmenter 
significativement la produc-
tivité. Il existe actuellement 
sur le marché principale-
ment 2 chaînes entièrement 
automatisées commerciali-
sées respectivement par 
Copan  et BD-Kiestra (2). 
Nous avons par conséquent 
comparé ces deux systè-
mes d’inoculation et, avons 
pu montrer, qu’avec des 
schémas d’ensemence-
ments similaires, il n’y a 
qu’un avantage modéré en 
faveur du système InoqulA 
(1). Par contre, les 2 systè-
mes automatisés confèrent 
une amélioration significati-
ve de la qualité permettant 
un rendu de résultat plus 
rapide et une réduction des 
coûts réactifs (1). 
Ainsi, nous envisageons de 
faire un appel d’offre publi-
que dans le but d’acquérir 
ce type de chaîne automati-
sée.   
Références : 
 
(1) Croxatto A, Dijkstra K, 
Prod'hom G, Greub G. 
Comparison of Inoculation 
with the InoqulA and WASP 
Automated Systems with 
Manual Inoculation. 
J Clin Microbiol. 2015 Jul;53
(7):2298-307. 
 
(2) Croxatto A, Prod'hom G, 
Faverjon F, Rochais Y, 
Greub G. 
Laboratory automation in 
clinical bacteriology: what 
system to choose ? 
Clin Microbiol Infect. 2016 
Mar;22(3):217-35.  
 
 
 
Page  5  Newsletter  2016  
A U T O M A T I S A T I O N  E N  B A C T É R I O L O G I E  
Gilbert Greub, Guy Prod’hom & Antony Croxatto 
« Ce type de 
chaîne 
automatisée 
permet un rendu 
de résultat plus 
rapide et une 
réduction des 
coûts» 
la nuit. Sur 241 cas de sus-
picion d'infections, 89 
(37%) ont été microbiologi-
quement documentées. 
Notamment, 51 cas de mé-
ningites bactériennes (23 
communautaires, 28 noso-
comiales), 29 cas de mé-
ningites aseptiques et 9 cas 
de méningo-encéphalites. 
Globalement, 24 (10%) 
LCR étaient positifs à l'exa-
men microscopique, la sen-
sibilité de l'examen micros-
copique était de 43%, et la 
spécificité de 99% (2 faux 
positifs à l'examen micros-
copique pendant la nuit). 
Un traitement empirique 
avait été introduit avant 
l'examen microscopique 
dans 19/24 cas (79%). 
Dans 12 cas, le traitement 
est resté inchangé. Dans 7 
cas, un antibiotique a été 
rajouté au traitement en 
cours et dans 5 cas, le trai-
tement empirique a été 
instauré après le résultat du 
Gram. L'analyse des exa-
Les méningites bactérien-
nes sont des urgences mé-
dicales associées à une 
mortalité significative va-
riant entre 15 et >30% se-
lon les études. L'examen 
microbiologique en urgence 
du l iquide céphalo -
rachidien (LCR) permet 
d'identifier près de 60-90% 
des organismes provenant 
d'infections communautai-
res et 20-60% des méningi-
tes nosocomiales. Depuis 
plusieurs années, des algo-
rithmes de prises en charge 
des patients proposent des 
antibiothérapies empiriques 
précoces afin de réduire les 
délais avant l'introduction 
d'un traitement efficace. 
Lors d'une étude rétrospec-
tive portant sur 6 ans de 
résultats de LCR obtenus 
en urgence et parvenu au 
laboratoire en dehors des 
heures d'ouvertures, nous 
avons déterminé l'impact 
du résultat sur la prescrip-
tion d'antibiotiques pendant 
mens de LCR négatifs a 
montré qu'un résultat négatif 
a été utilisé pour interrompre 
un traitement alors qu'il était 
inapproprié selon l'algorith-
me en vigueur dans l'hôpital. 
L'étude conclut que la réali-
sation des examens micros-
copiques du LCR pendant la 
nuit n'a qu'un impact modes-
te sur la prescription de trai-
tement antibiotique et que la 
grande majorité des cas 
avait un traitement empirique 
justifié par d'autres résultats 
cliniques ou de laboratoire. 
 
Référence :  
Tissot F, Prod'hom G, 
Manuel O, Greub G. Eur J 
Impact of round-the-clock 
CSF Gram stain on empirical 
therapy for suspected central 
nervous system infections. 
Clin Microbiol Infect Dis. 
2015 Jul 4 
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Figure: Examen microscopique après cytocentrifugation lors de méningite 
sévère à Streptococcus pneumoniae. La coloration de Gram montre la pré-
sence de cellules inflammatoires (polymorphonucléaires) en rose et une 
importante quantité de cocci Gram positif souvent en diplocoques évoca-
teurs de S. pneumoniae. 
« L’examen 
microscopique du 
LCR pendant la 
nuit n’a qu’un 
impact limité sur 
la prescription de 
traitement 
antibiotique » 
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« Les Neisseria 
sont sujets à des 
polymorphismes 
génétiques 
pouvant causer 
des résultats 
faussement 
négatifs» 
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Au cours des 20 dernières 
années, le diagnostic de la 
méningite bactérienne a été 
amélioré par le développe-
ment de tests de PCR qui 
ciblent spécifiquement les 
agents pathogènes respon-
sables. En effet, depuis 
près de 10 ans, nous utili-
sons les amorces et la son-
de décrite par Corless et al.
(1) ciblant, pour le ménin-
gocoque, le gène ctrA res-
ponsable du transport des 
polysaccharides. Ce gène 
est également utilisé par la 
plupart des autres groupes 
effectuant cette PCR pour 
le diagnostic médical.  
Cependant, le gène ctrA 
est absent dans environ 
60% des méningocoques 
non groupables générale-
ment associés à un portage 
naso-pharyngé et de plus il 
a été démontré par notre 
groupe que ce gène peut 
être polymorphe et générer 
des résultats faussement 
négatifs (2). Ces éléments 
et le fait que l’identification 
de N. meningitidis par le 
MALDI-TOF peut égale-
ment poser des problèmes 
avec Neisseria polysaccha-
rea (3)   nous ont poussés 
à développer plusieurs au-
tres cibles pour l’identifica-
tion et la détection de N. 
meningitidis (4). 
Une analyse génomique 
comparative détaillée pour 
identifier de nouveaux gè-
nes cibles a permis le dé-
veloppement de PCR quan-
titative en temps réel ci-
blant 3 autres gènes spéci-
fiques de N. meningitidis. 
Ces 3 cibles ont été éva-
luées quant à leur perfor-
mance en utilisant l'ADN 
génomique extrait à partir 
d'isolats et des échantillons 
cliniques de souches cap-
sulées et non capsulées. 
Finalement nous avons 
choisi les gènes metA et 
tauE, qui se sont révélés 
être des cibles spécifiques 
et sensibles pour la détec-
tion de N. meningitidis à 
partir d'échantillons clini-
ques.  
L’apparition de polymor-
phisme ou la perte des 
gènes ciblés dans certains 
isolats de  N. meningitidis 
ne peut être exclue. Ainsi, 
nous utilisons plusieurs 
gènes en parallèle c’est à 
dire ctrA, metA et tauE pour 
le diagnostic de cet impor-
tant pathogène afin d’éviter 
des erreurs d'identification 
ou des faux-négatifs qui 
peuvent avoir des consé-
quences graves pour le 
patient.  
 
Références : 
(1) Corless, C. E., M. Gui-
ver, R. Borrow, V. Edwards
-Jones, A. J. Fox, and E. B. 
Kaczmarski. 2001.  
Simultaneous detection of 
Neisseria meningitidis, 
Haemophilus influenzae, 
and Streptococcus pneu-
moniae in suspected cases 
of meningitis and septice-
mia using real-time PCR.  
J Clin Microbiol 39:1553-
1558. 
 
(2) Jaton K, Ninet B, Bille J, 
Greub G.  
False-negative PCR result 
due to gene polymorphism: 
the example of Neisseria 
meningitidis.  
Journal of Clinical Microbio-
logy. 2010 Dec;48(12):4590
-4591.  
 
(3) Scott A. Cunningham, 
Jill M. Mainella and Robin 
Patel.  
Misidentification of Neisse-
ria polysaccharea as Neis-
seria meningitidis with the 
Use of Matrix-Assisted La-
ser Desorption Ionization–
Time of Flight Mass Spec-
trometry.   
J Clin Microbiol. 2014 Jun; 
52(6): 2270–2271.  
 
(4) Diene SM, Bertelli C, 
Pillonel T, Jacquier N, 
Croxatto A, Jaton K, 
Greub  G.   
Comparative genomics of 
Neisseria meningitidis 
strains: new targets for 
molecular diagnostics.  
Clin Microbiol Infect. 2016 
Jun;22(6):568.e1-7.  
 
 
Figure:  
N. meningitidis, visualisés par coloration 
de Gram. 
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sein des hébergements pour réfugiés. 
Là encore, notre capacité d’analyse 
rapide a permis d’apporter une répon-
se en quelques semaines, montrant 
un nombre de polymorphismes signifi-
catifs et permettant d’exclure une 
transmission récente (1). Ainsi, le 
nombre important de certains sous-
types (152,…) chez ces migrants té-
moigne seulement de leurs lieux d’ori-
gine - où ces souches sont endémi-
ques -  et ne justifie pas de mesures 
de santé publique additionnelles au 
sein des sites d’hébergements. Enfin, 
notre laboratoire de génomique effec-
tue en routine, sur mandat du service 
de l’hygiène hospitalière, le séquen-
çage des souches issues de l’épidé-
mie d’entérocoques résistants à la 
vancomycine  documentées au sein 
de l’hôpital, afin de les guider dans les 
mesures de contrôle de l’épidémie.  
 
En conclusion, notre laboratoire dia-
gnostique de génomique bactérienne 
dont l’activité croît exponentiellement, 
est fonctionnel, fiable et particulière-
ment utile à notre hôpital et ses pa-
tients. 
 
Références : 
(1) Jaton L, Pillonel T, Jaton K, Dory 
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Le laboratoire diagnostique de géno-
mique bactérienne a vu la demande 
pour des séquençages de génomes 
croître exponentiellement depuis sa 
création par le Professeur Greub le 1er 
février 2012. Ainsi, si le nombre de 
génomes séquencés en 2014 ne s’é-
levait qu’à 26, ce chiffre a bondit en 
2015 à 131 et devrait atteindre 270 en 
2016 (extrapolation des 115 génomes 
déjà séquencés durant les cinq pre-
miers mois de l’année). Rappelons 
que la facturation au demandeur se 
fait selon un tarif forfaitaire de CHF 
1’000.-, comprenant, non seulement 
le séquençage du génome mais éga-
lement son annotation ainsi qu’une 
analyse de son virulome et de son 
résistome. Une analyse de différentes 
souches par typing sur la base des 
« single nucleotide polymorphism » 
est également possible sur demande. 
Après extraction de l’ADN et vérifica-
tion de sa qualité à l’aide du 
« Fragment Analyzer », le séquença-
ge proprement dit est effectué à l’aide 
de l’appareil « MiSeq» (Illumina).  
 
Les applications de la génomique 
bactérienne incluent :  
- Epidémiologie intra-hospitalière et 
extra-hospitalière (1, 2) 
-  Analyse du virulome (3,4)  
- Analyse du résistome (5) 
-  Mise en évidence de nouvelles ci-
bles diagnostiques (6,7) 
-  Soutien à la génomique fonctionnel-
le par le séquençage des génomes 
de mutants 
Etant centré autour du patient, notre 
laboratoire tient à proposer une ré-
ponse dans les délais les plus brefs. 
Par exemple, nous avions été manda-
tés par le médecin cantonal vaudois 
pour rechercher la présence du gène 
encodant pour la toxine de la diphtérie 
dans une souche qui semblait particu-
lièrement pathogène. En moins de 10 
jours, l’analyse a permis de détecter 
la présence de certaines régions pha-
giques et confirmer l’absence de la 
toxine cardiotoxique, ce qui a permis 
d’interrompre l’isolement du patient et 
le laisser rentrer à domicile (3). Un 
autre mandat nous fût proposé par le 
responsable de la médecine des mi-
grants, de manière coordonnée avec 
la santé publique ; il s’agissait de dé-
terminer si la prévalence  accrue de 
staphylocoques dorés porteur de PVL 
pouvait être liée à une épidémie au 
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Ainsi nous avons observé 
29 cas d’infection à S. au-
reus sécrétant la PVL entre 
janvier 2014 et décembre 
2015 à Lausanne, dont 
vingt étaient des infections 
chez des requérants d’asile 
érythréens, éthiopiens ou 
soudanais (1). Clinique-
ment, la grande majorité 
des cas observés étaient 
des infections dermatologi-
ques récurrentes, difficiles 
à traiter  (abcès, furoncles, 
adénite ou cellulite) à 
MSSA. Il y a eu un cas de 
pneumonie nécrosante et 
un cas de bactériémie sou-
tenue sur une thrombose 
veineuse septique.  
Grâce à un séquençage du 
génome de certaines de 
ces souches, une épidémie 
a pu être exclue (1). En 
effet, plus de 30 mutations 
ponctuelles différenciaient 
les souches les plus pro-
ches. Deux complexes clo-
naux ont été identifiés 
(CC15 et CC152) tous deux 
prévalents en Afrique de 
l’Est, et connus pour expri-
mer la PVL. Ainsi, face à 
une infection dermatologi-
que inhabituelle chez un 
patient migrant d’Afrique, 
avant de rechercher des 
causes plus rares telles 
qu’une leishmaniose, une 
rickettsiose ou une myco-
bactérie, il est important de 
penser à une infection à S. 
aureus producteur de PVL 
et rechercher la PVL par 
une PCR spécifique, en 
tout cas lors d’infections 
graves ou lorsque les lé-
sions cutanées sont récur-
rentes. 
 
Références : 
 
(1) Jaton L., Pillonel t. Ja-
ton  K, Dory E, Prod’hom 
G. Blanc DS, Tissot F. Bo-
denmann P, Greub G.  
Common skin infection due 
to Panton-Valentine leuco-
cidin-producing Staphylo-
coccus aureus strains in 
asylum seekers from Eri-
trea : a genome based 
investigation of a suspec-
ted oubreak. 
Clin Microbiol Infect. 2016 
Aug;22(8):739 
Depuis 2014, une augmen-
tation du nombre d’infec-
tions dermatologiques de 
type abcès ou furoncles a 
été observée chez des re-
quérants d’asile, originaires 
d’Erythrée, consultant au 
CHUV ou à la PMU à Lau-
sanne. Ces lésions étaient 
souvent multiples, récurren-
tes et nécessitaient souvent 
un drainage. Toutes ces 
lésions étaient dues à une 
infection à Staphylococcus 
aureus (figure), producteur 
de la toxine de Panton-
Valentine (PVL). 
La recherche de la PVL est 
effectuée à l’Institut de mi-
crobiologie par PCR, direc-
tement sur l’échantillon 
(frottis, pus, …) ou sur la 
culture de S. aureus et le 
résultat est obtenu en 
moins de 24 heures. Ceci 
nous a permis de mettre en 
évidence cette problémati-
que car en effet, et contrai-
rement aux Etats-Unis où la 
majorité des souches de S. 
aureus communautaire 
résistant à la méticilline   
sont productrices de PVL, 
en Europe moins de 5 % 
des souches de S. aureus 
sont PVL positives et ces 
dernières sont, pour la plu-
part, sensibles à la méticilli-
ne.   
« Le staphylocoque 
exprimant la toxine 
de Panton-
Valentine (PVL) 
est une cause 
fréquente d’abcès 
cutanés récidivants 
chez les migrants» 
Figure : 
Colonies de Staphylococcus aureus sur 
une gélose au sang. Grossissement 12 
x sur milieu de  Columbia ; présence 
d’une hémolyse autour des colonies. 
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« L’utilisation du 
typage DLST suivi 
du séquençage de 
génome a permis 
d’exclure un 
impact du savon 
contaminé sur les 
patients» 
conventionnel dans un pre-
mier temps, suivi du sé-
quençage de génome a 
ainsi permis d'exclure un 
impact potentiel du savon 
contaminé sur les patients. 
La raison est probablement 
due au fait que l'hygiène 
des mains se fait essentiel-
lement avec une solution 
hydro-alcoolique depuis de 
nombreuses années et que 
le savon pour les mains 
n'est utilisé que dans des 
situations particulières. Une 
telle contamination repré-
sente néanmoins une sour-
ce potentielle d'infections 
qui devrait être évitée à tout 
prix dans un milieu hospita-
lier. 
Jadis réservé à des grands 
centres de recherche, le 
séquençage à haut débit 
est devenu accessible à 
des prix abordables et dans 
des délais raisonnables. 
L'Institut de Microbiologie 
s'est doté depuis 2015 d'un 
tel instrument (Illumina Mi-
Seq) permettant l'investiga-
tion rapide des épidémies 
futures. 
Référence :  
Blanc DS, Gomes Magal-
haes B, Abdelbary M, 
Prod'hom G, Greub G, 
Wasserfallen JB, Genoud 
P, Zanetti G, Senn L. Hand 
soap contamination by 
Pseudomonas aeruginosa 
in a tertiary care hospital: 
no evidence of impact on 
patients.  
Journal of Hospital Infec-
tion 93 (2016) 63-67. 
 
 
 
Figure 1. Phylogénie des 
souches de P. aeruginosa 
séquencées. La barre d'échel-
le représente le nombre 
moyen de substitutions par 
site. Les souches des patients 
(Patient 1 à 3), du savon 
(Soap 1 et 2), ainsi que 5 au-
tres souches du même génoty-
pe mais isolées en dehors de 
la période d'exposition au 
savon (Surveillance 1 à 5) sont 
représentées. 
 
 
 
Durant l'investigation d'in-
fections à Pseudomonas 
aerugnosa dans les soins 
intensifs du CHUV, nous 
avons découvert que le 
savon liquide pour les 
mains était hautement 
contaminé avec ce patho-
gène opportuniste. Pour 
évaluer si cette contamina-
tion a eu un impact sur les 
patients, toutes les souches 
de P. aeruginosa isolées 
durant la période d'exposi-
tion au savon contaminé 
ont été, dans un premier 
temps, analysées par typa-
ge moléculaire. L'utilisation 
d'une méthode simple que 
nous avons développé 
("double locus sequence 
typing") nous a permis 
d'analyser un grand nom-
bre de souches (776 isolats 
provenant de 358 patients). 
Les résultats ont montré 
qu’un génotype identique à  
celui retrouvé dans le sa-
von a été mis en évidence 
chez 3 patients. Cepen-
dant, pour deux d'entre 
eux, les données épidémio-
logiques montraient que la 
contamination avec le sa-
von était peu probable. 
Dés lors, nous avons utilisé 
le séquençage complet de 
génome ("whole genome 
sequencing") pour analyser 
ces souches. Il a en effet 
déjà été montré que cette 
nouvelle méthode, issue 
des développements du 
séquençage à haut débit, 
permettait d'avoir un pou-
voir discriminant beaucoup 
plus élevé que les métho-
des moléculaires stan-
dards. Les résultats sont 
présentés sous forme d'un 
dendrogramme dans la 
figure 1, montrant qu'il n'y a 
pas de relation génétique 
entre les souches des 3 
patients et celles du savon. 
L'utilisation du typage 
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ner le rôle de la flore micro-
bienne dans la pathogenè-
se de l’obésité, de l’ano-
rexie, du diabète, ou de 
maladies inflammatoires de 
l’intestin (Crohn, RCUH). 
Des prélèvements cutanés 
peuvent également être 
examinés pour investiguer 
la présence d’une colonisa-
tion par des agents patho-
gènes des larges plaies 
présentes chez les sujets 
brûlés par exemple et/ou 
pour détecter si une flore 
cutanée particulière pour-
rait être en cause dans la 
pathogenèse de certaines 
maladies inflammatoires de 
la peau comme le psoriasis 
ou la dermatite atopique. 
L’analyse des prélève-
ments respiratoires peut 
être utile afin, à terme, de 
détecter d’éventuels agents 
impliqués dans la pathogé-
nèse de l’asthme ou d’au-
tres pneumopathies. Enfin, 
il peut être utile d’étudier la 
flore cervico-vaginale et 
l’implication de cette flore 
dans d’éventuelles fausses 
couches, chez les femmes 
enceintes. Cependant à ce 
jour, la plupart de ces appli-
cations restent de la re-
cherche clinique et à très 
court terme, seule  (i) la 
recherche d’un agent étio-
logique à partir d’un échan-
tillon normalement stérile et 
(ii) l’analyse de selles pour 
aider à la prise en charge 
d’un patient souffrant d’o-
bésité morbide paraissent 
déjà prêts à être mise en 
application clinique, en 
dehors de protocoles de 
recherches.  
Notons que notre laboratoi-
re de métagénomique clini-
que offre aussi la possibili-
té de faire une analyse de 
l’ensemble des gènes pré-
sents dans un échantillon 
clinique (métagénomique 
sensu stricto). Ce type d’a-
nalyse permet de connaître 
de manière globale la pré-
sence de facteurs de viru-
lence (virulome) et/ou de 
gènes codant pour la résis-
tance aux antibiotiques 
(résistome) dans un échan-
tillon clinique complexe en 
terme de flore microbienne. 
Actuellement, notre activité 
se concentre principale-
ment sur des analyses du 
microbiote effectuées 
après amplification molécu-
laire (métagénome post-
PCR). Ainsi, environ 
200 métagénomes sont 
effectués dans notre labo-
ratoire par année et sont 
facturés aux demandeurs 
selon des tarifs forfaitaires 
variants d’environ CHF 
300.- à CHF 350.- selon le 
Grâce au développement 
technologique, il est doré-
navant possible d’offrir à 
but diagnostique, dans un 
délai relativement court, 
une analyse du microbiote, 
c’est à dire de la diversité 
microbienne présente dans 
un échantillon clinique don-
né. Cette analyse se fait 
actuellement au sein de 
notre laboratoire de méta-
génomique diagnostique, 
par une combinaison d’une 
PCR amplifiant le gène 
codant pour l’unité 16S du 
ribosome des bactéries et 
un séquençage à haut débit 
en utilisant un instrument 
appelé le MiSeq (Figure 1). 
En pratique, avant séquen-
çage, la qualité de l’ADN 
est contrôlée par le Frag-
ment  Analyser (Figure 
2). Les applications clini-
ques de la métagénomique 
ne sont pas encore recon-
nues par l’office des assu-
rances sociales (OFAS) et 
aucun tarif officiel n’est 
disponible. Dans l’attente 
de positions tarifaires 
OFAS, nous proposons 
déjà cette analyse aux clini-
ciens, dans le cadre d’étu-
des cliniques. Les applica-
tions de la métagénomique 
clinique sont nombreuses. 
Citons tout d’abord l’analy-
se des selles pour détermi-
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Figure 1 : Le MiSeq (Illumina) est un 
séquenceur de nouvelle génération. 
Figure 2 : Avant le séquençage, la qualité 
de l’ADN est vérifiée grâce au Fragment 
Analyser. Ces 2 instruments se trouvent à 
l’institut de microbiologie au sein du labora-
toire de génomique et métagénomique. 
« La 
métagénomique, 
permet de préciser 
le rôle de la flore 
digestive dans la 
pathogénèse de 
l’obésité » 
Page  12  Newsletter  2016  
cultures étaient positives 
pour Gardnerella vaginalis 
lorsque le Gram présentait 
une flore normale et que le 
taux de portage augmentait 
à 26% lors de flore dite 
'intermédiaire' et jusqu'à 
69% en présence d'un exa-
men microscopique évo-
quant une vaginose bacté-
rienne. La signification clini-
que de la flore aérobe d'ac-
compagnement (ex: Enté-
robactéries, Staphylococ-
cus aureus, Streptococcus 
béta-hémolytique) est plus 
difficile à préciser. Après 
concertation avec nos col-
lègues gynécologues et 
obstétriciens, nous avons 
décidé d'abandonner la 
culture systématique et de 
la remplacer par l'estima-
tion du score de Nugent-
Ison dès avril 2015. 
Un bilan fin octobre 2015 
montre que pendant les 3 
derniers mois, pour 97% 
des frottis vaginaux, l'exa-
men microscopique a été 
jugé suffisant par le corps 
médical et seuls 3% des 
frottis ont fait l'objet d'une 
mise en culture standard. 
En fonction des points 
OFAS de la liste des analy-
ses, on peut estimer une 
économie annuelle ap-
proximative de 157'000.- 
Cette démarche a donc 
permis de substituer une 
culture dont l'interprétation 
est insatisfaisante par un 
examen microscopique 
rapide répondant ainsi aux 
besoins des cliniciens. 
Le microbiote vaginal est 
complexe et diverses étu-
des ont montré qu'il 
contient plus de 100 genres 
bactériens différents. La 
pathologie la plus fréquente 
est la vaginose bactérienne 
(VB) qui représente un dé-
séquilibre de la flore phy-
siologique avec une pullula-
tion d'anaérobes commen-
saux et une baisse relative 
de Lactobacillus. 
Plusieurs scores basés sur 
les différents morphotypes 
bactériens observés à la 
coloration de Gram de frot-
tis mince (Nugent 1991 ; 
Ison & Hay, 2002) ont mon-
tré une bonne corrélation 
avec la culture notamment 
de Gardnerella vaginalis. 
Afin de valider l’introduction 
du score de Nugent adapté 
par Ison dans notre prati-
que de laboratoire, nous 
avons prospectivement 
comparé le résultat de 
l'examen microscopique 
avec la culture du frottis 
vaginal. Nos résultats ont 
montré que seules 3% des 
I N T R O D U C T I O N  D U  S C O R E  D E  
I S O N  E N  L I E U  E T  P L A C E  D E  L A  
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Figure: Evolution des mises en cultures et des Gram (Score de Nugent-Ison) des frot-
tis vaginaux et frottis de col à partir du mois  d’avril 2015 (mois 4)  qui correspond à la 
mise en place de la démarche. Pour 97% des frottis, l'examen microscopique a été 
jugé suffisant par le corps médical et seuls 3% des frottis ont fait l'objet d'une mise en 
culture standard après implémentation du score de Nugent-Ison. 
« Le score de 
Nugent-Ison a 
permis de 
substituer la 
culture par 
l’examen 
microscopique 
des frottis 
vaginaux» 
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dont les mécanismes de 
résistance avaient été ca-
ractérisés au niveau molé-
culaire puis prospective-
ment sur des hémocultures 
réelles. Dans ces cas, les 
résistances ont été caracté-
risées sur la base de tests 
phénotypiques utilisés dans 
le laboratoire. 
L'étude des hémocultures 
factices a montré les résul-
tats suivants: l'ensemble 
des souches BLSE ont 
donné un résultat positif 
(virage colorimétrique) à 
l'exception d'une souche de 
E. coli porteur du gène bla 
TEM-53 dont le résultat 
était douteux. Une souche 
de E. coli sur 2 porteuse 
d'un plasmide producteur 
d'une béta-lactamase 
AmpC a donné un résultat 
positif. 80% des souches 
produisant une AmpC chro-
mosomique constitutive 
sauvage (inductible ou dé-
réprimée) ont donné un 
résultat négatif. Une sou-
che de K. oxytoca avec 
hyperproduction de la béta-
lactamase K1 a donné un 
résultat douteux. Cinq sou-
ches productrices de carba-
pénémases sont restées 
négatives. 
Le test appliqué sur 
les hémocultures réel-
les a permis de détec-
ter l'ensemble des 
BLSE avec un virage 
chromogénique com-
plet ou partiel (résultat 
douteux), ainsi que 2 
K. oxytoca produisant 
la béta-lactamase K1 
et une souche de Haf-
nia alvei naturellement pro-
ducteur d'une AmpC chro-
mosomique. Globalement, 
la sensibilité du test est de 
70% pour la détection d'en-
terobactéries avec une 
résistance aux céphalospo-
rines de 3ème génération et 
une spécificité de 100%. 
Même si la sensibilité de ce 
test est imparfaite, la trans-
mission au médecin traitant 
d'un résultat positif obtenu 
directement à partir des 
culots d'hémocultures prépa-
rés le jour du signal positif 
de l'automate d'hémoculture 
permet de s'assurer d'une 
couverture antibiotique adé-
quate pour traiter les germes 
producteurs de BLSE. 
Références :  
Prod'hom G, Durussel C, 
Blanc D, Croxatto A, Greub 
G.   Early detection of ex-
t e n d e d - s p e c t r u m  ß -
lactamase from blood culture 
positive for an Enterobacteri-
aceae using ßLACTA test. 
New Microbes New Infect. 
2015 Jun 9;8:1-3. 
Prod 'hom G,  Bizz in i 
A, Durussel C, Bille J, Greub 
G. Matrix-assisted laser de-
sorption ionization-time of 
flight mass spectrometry for 
direct bacterial identification 
from positive blood culture 
pellets.  J Clin Micro-
biol. 2010 Apr;48(4).  
Les bactériémies et sepsis 
sont des affections sévè-
res, qui s'accompagnent 
d'une morbidité et mortalité 
significative. Un traitement 
antibiotique auquel le ger-
me est sensible permet de 
réduire les complications. 
Depuis plusieurs années, 
on assiste à une augmenta-
tion significative des ger-
mes multirésistants en pro-
venance de la communauté 
et notamment des entéro-
bactéries porteuses de béta
-lactamase à spectre éten-
du (BLSE). Actuellement, le 
taux de bactériémies à E. 
coli et K. pneumoniae s'élè-
ve au CHUV à 10% et 9%, 
respectivement. Récem-
ment, un test rapide destiné 
à la détection des BLSE à 
partir des colonies d'entéro-
bactéries est disponible. Ce 
test est basé sur la dégra-
dation d'une céphalospori-
ne chromogénique (HMRZ-
86) en présence d'une béta
-lactamase capable de ly-
ser des céphalosporines de 
3ème génération. Le HMRZ
-86 contient une chaîne 
latérale qui protège le 
noyau béta-lactame de la 
p l u p a r t  d e s  b e t a -
lactamases des classes A, 
C et D. Le produit est dé-
gradé en présence de 
BLSE, de carbapénémases 
et de certaines céphalospo-
rinases du groupe AmpC 
plasmidiques ou dérépri-
mées. 
Nous avons testé cette 
trousse diagnostique (béta-
lacta, Biorad) sur des culots 
d'hémocultures positives 
pour des entérobactéries. 
Les culots bactériens pro-
venant d'hémocultures po-
sitives ont été préparés 
selon la méthode appliquée 
depuis 2009 dans notre 
laboratoire à base de chlo-
rure d'ammonium. Pour 
une prise en main du test, 
nous avons appliqué le test 
sur des hémocultures facti-
ces préparées à partir de 
souches d'entérobactéries 
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Figure : Détection de BLSE en 
microplaque par le test  β-
LACTA™ de Biorad. La cupule 
jaune représente le témoin néga-
tif, la cupule adjacente, orange-
rouge, a subit un virage colorimé-
trique par la dégradation d'une 
céphalosporine chromogénique 
(HMRZ-86) en présence d'une 
béta-lactamase présente dans le 
culot d'hémoculture. 
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« Avec une 
spécificité de 
100%, le Béta-lacta 
test permet de 
traiter les germes 
producteurs de 
BLSE 
précocement 
lorsque le résultat 
est positif. » 
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lon respiratoire de patients (n=242) 
avec une suspicion de tuberculose 
pulmonaire. Après avoir confirmé la 
nette supériorité du GeneXpert par 
rapport à la microscopie pour le dia-
gnostic de la tuberculose dans notre 
hôpital, nous avons mis en évidence 
la corrélation qu’il existe entre le ré-
sultat semi-quantitatif du GeneXpert 
et le résultat de la microscopie. Cette 
corrélation permet d’aider les clini-
ciens pour une discrimination rapide 
des patients avec un risque important 
de transmission de la tuberculose de 
ceux avec un faible risque de trans-
mission. En effet, nous avons rappor-
té qu’un GeneXpert négatif corrèle 
avec une absence de BAAR à l’exa-
men direct (VPN 100%) (Table 1). A 
l’opposé 97% à 100% des échantil-
lons avec un GeneXpert positif avec 
une quantité moyenne ou élevée ont 
une détection de BAAR positive, indi-
quant une tuberculose pulmonaire 
hautement transmissible nécessitant 
le maintient de mesures additionnel-
les d’isolement. 
 Cette étude a démontré la possi-
bilité d'utiliser le GeneXpert MTB/RIF, 
non seulement pour le diagnostic ini-
tial de la tuberculose, mais surtout 
pour évaluer le potentiel de transmis-
sion de la maladie des patients tuber-
culeux. Elle  a permis d’introduire 
pour la première fois un algorithme 
clinique et microbiologique de prise 
en charge des patients avec suspicion 
de tuberculose dans lequel le GeneX-
pert remplace la détection de BAAR 
par examen direct pour initier le dia-
gnostique microbiologique. Ce chan-
gement diagnostique, qui sonne com-
me une révolution dans le monde de 
la tuberculose, est une valeur ajoutée 
indéniable en termes de gestion de 
flux de patients, de leur prise en char-
ge clinique et de l’organisation du 
laboratoire de microbiologie. 
Les détails de cette étude ont été 
publiés et sont disponibles en accès 
libre dans Clinical Microbiology and 
Infection (2).  
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 La détection de bacilles acido-
alcolo-résistants (BAAR) dans des 
échantillons respiratoires a été histori-
quement la première analyse micro-
biologique effectuée face à une suspi-
cion de tuberculose pulmonaire et 
l’est encore dans beaucoup de labo-
ratoires. Cette méthode a aussi large-
ment été utilisée pour l'évaluation du 
risque de transmission. Ainsi, un ré-
sultat positif renforce la suspicion de 
tuberculose et est associé à un risque 
élevé de transmission du bacille de 
Koch. Cependant cet examen présen-
te à la fois une sensibilité et une spé-
cificité limitées. Le GeneXpert MTB/
RIF  (Cepheid, Sunnyvale, Ca), est un 
test rapide (en anglais POCT pour 
« point of care test ») moléculaire 
basé sur une PCR en temps réel per-
mettant à la fois la détection de la 
présence d'ADN des bacilles du com-
plexe Mycobacterium tuberculosis et 
la résistance à la rifampicine. Depuis 
2013, ce test est recommandé par 
l'OMS pour initier le diagnostic micro-
biologique de la tuberculose pulmo-
naire en raison d'une excellente sen-
sibilité et spécificité et d’un délai 
d'exécution extrêmement court (1).  
Nous avons réalisé une étude rétros-
pective (période  Mai 2010 - Décem-
bre 2014) basée sur la comparaison 
des performances du GeneXpert et 
de la recherche de BAAR (coloration 
à l’auramine) sur le premier échantil-
Newsletter  2016  
R É V O L U T I O N  D A N S  L E  M O N D E  D E  L A  
T U B E R C U L O S E  
Onya Opota et Katia Jaton 
 
Page  15  
lence estimée au sein des 
tiques individuelles peut 
être estimée de l’ordre de 
1,6% à 12% (1). Les tiques 
positives se retrouvent lar-
gement dispersées au ni-
veau suisse, sans préféren-
ce territoriale.  
La prévalence de bactéries 
apparentées aux Chlamy-
dia était également élevée 
puisque 543 des 8’534 
pools investigués (6,4%) se 
sont révélés positifs (2). 
Ainsi la prévalence estimée 
dans les tiques individuel-
les était de l’ordre de 0,9%. 
Après séquençage, nous 
avons pu déterminer que 
les bactéries les plus fré-
quentes au sein des tiques 
étaient les Parachlamydia-
ceae et les Rhabdochlamy-
diaceae ainsi que des es-
pèces encore non classi-
fiées de bactéries proches 
phylogénétiquement des 
Chlamydia (2). Notons que 
la quantité de bactéries 
présente au sein de ces 
tiques était parfois si impor-
tante (de l’ordre de 100’000 
bactéries par millilitre de 
broyat) que le séquençage 
du génome de certaines 
souches a pu être effectué 
directement à partir de l’ex-
trait d’ADN du broyat de 
tiques et ce sans étape de 
culture (3). Coxiella n’a pas 
été documenté parmi les 
8’ 534 pools testés. 
 
Au vu de la haute prévalen-
ce d’Anaplasma et de di-
verses Chlamydiales, des 
études cliniques vont être 
prochainement initiées afin 
d’évaluer l’impact sur la 
santé de l’exposition à ces 
germes lors de piqûres de 
tiques. 
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Les tiques du genre Ixodes 
sont les plus prévalentes 
en Suisse. Elles sont 
connues pour être les vec-
teurs d’une spirochète, 
Borrelia, agent de la mala-
die de lyme. Elles sont éga-
lement vecteurs du virus de 
l’encéphalite à tiques.  
Dans le cadre d’un large 
projet national, et compte 
tenu du rôle de notre labo-
ratoire lausannois au sein 
du centre national de réfé-
rence pour les maladies 
transmises par les tiques, 
nous avons eu pour mis-
sion (mandat de l’OFSP) de 
tester 62’889 tiques poo-
lées en 8’534 lots. Ces 
tiques avaient été récoltées 
par l’armée suisse à l’aide 
de la méthode du drapeau 
dans diverses régions du 
pays.  
Nous avons étudié la pré-
sence au sein de ces tiques 
de 3 types de bactéries 
intracellulaires différentes :  
 Anaplasma phagocyto-
philum (agent de l’ana-
plasmose) 
 Coxiella burnetii (agent 
de la fièvre Q) 
 Chlamydia et bactéries 
apparentées aux Chla-
mydia 
 
Ainsi plus de 24’000 PCR 
ont été effectuées au sein 
de notre plateforme auto-
matisées (8 534 par patho-
gène). De l’ADN d’Anaplas-
ma phagocytophilum a été 
retrouvé au sein des tiques 
du genre Ixodes dans 
1’ 018 pools sur 8’534, soit 
une prévalence par pool de 
11,9% (1). Ainsi la préva-
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« L’ADN 
d’Anaplasma et de 
Chlamydiae a été 
retrouvé dans de 
nombreuses 
tiques 
questionnent 
l’impact sur la 
santé de 
l’exposition à ces 
germes suite à des 
piqûres de 
tiques » 
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soupçon de borréliose de Lyme) en 
fonction de la combinaison du nombre 
d’antigènes détectés comme positifs 
ou faiblement positifs. Le test MBA 
offre probablement une plus grande 
sensibilité que le western blot mais 
présente vraisemblablement un plus 
grand coefficient de variation (CV), 
nécessitant des mesures de standar-
disation strictes pour obtenir une bon-
ne reproductibilité. Comme pour les 
autres tests diagnostics ; en sérologie 
la spécificité du test MBA en IgM n’est 
pas optimale. Tout résultat de confir-
mation en IgG et IgM par cette nou-
velle technologie doit être interprété 
en relation avec la clinique, car en 
sérologie de Lyme, la valeur prédicti-
ve négative est généralement supé-
rieure à 96% (sauf pour le stade pré-
coce localisé, caractérisé par un éry-
thème chronique migrant, qui présen-
te une sensibilité de 40-60%) de sorte 
qu’ un test négatif permet d’exclure 
avec une grande probabilité le dia-
gnostic de maladie de Lyme, par 
contre la valeur prédictive positive est 
fortement dépendante de la valeur 
prétest, et donc de la clinique.  
  
Quelles que soient les techniques 
utilisées, il faut réaliser combien la 
maladie de Lyme, en particulier les 
atteintes du système nerveux 
(neuroborréliose) représente un chal-
lenge diagnostique et thérapeutique, 
et ceci pour des raisons multiples.  
L’infection est difficile à démontrer par 
des méthodes de diagnostic direct 
(culture et plus communément 
PCR).  Les méthodes sérologiques 
(diagnostic indirect) sont confondues 
par des déterminants antigéniques 
partagés avec d’autres bactéries ainsi 
que par la séroprévalence élevée (de 
l’ordre de 10%), reflétant une infection 
passée traitée ou non et asymptoma-
tique dans la population locale en 
bonne santé. Enfin, à l’heure actuelle, 
la maladie de Lyme semble servir de 
fourre-tout diagnostique pour expli-
quer différents états de malaise sans 
explication causale évidente.  Cet état 
de fait rend désirable des efforts de 
validation de tests diagnostics, de 
standardisation de la prise en char-
ge de ces patients et de dissémina-
tion d’information de qualité à desti-
nation des professionnels de la san-
té et du public.  A ces fins, des in-
vestigateurs, dont les sous-signés, 
souhaitent mettre sur pied un regis-
tre des patients avec neuroborrélio-
se prouvée par PCR dans le LCR, 
ainsi que certains groupes de 
contrôle, dans le cadre d’un Pro-
gramme National de Recherche sur 
les maladies transmises par les ti-
ques, en voie d’organisation. 
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Le sérodiagnostic de la maladie de 
Lyme se fait en 2 étapes, un test de 
dépistage sensible mais peu spécifi-
que, surtout pour les IgM, et un test de 
confirmation. Les tests de dépistage en 
IgG et IgM de la borréliose de Lyme 
sont traditionnellement confirmés par 
western blot sur des membranes conte-
nant des antigènes natifs purifiés ou 
recombinants. Le western blot est, avec 
les critères d’interprétation établis, une 
technique spécifique mais avec une 
sensibilité moyenne et qui requiert du 
temps et des techniciens expérimentés 
pour son interprétation. Le multiplex 
bead assay (MBA) [1, 2] est une  nou-
velle technologie adaptée  à l’analyse 
des profils de réponses immunitaires  
complexes en permettant l’analyse 
simultanée de nombreux paramètres 
antigéniques en un seul test (cf figure). 
Le test MBA est constitué de lots de 
microsphères marquées par des colo-
rants fluorescents (ii) qui leur confèrent 
une signature optique spécifique. Cha-
que lot de microsphère est recouvert de 
différents antigènes spécifiques. Ainsi, 
chaque antigène de Borrelia burgdorferi 
sensu lato (9 antigènes pour les IgG, 8 
antigènes pour les IgM) utilisé dans ce 
test est caractérisé par une fluorescen-
ce unique du lot correspondant de mi-
crosphères. Les anticorps du patient (i) 
se fixant aux antigènes recouvrant les 
microsphères sont reconnus par des 
anticorps anti-IgG ou IgM humains mar-
qués par un autre marqueur fluorescent 
(iii), générant ainsi un signal d’intensité 
fluorescent pour chaque lot antigénique 
de microsphère (iv). La lecture du test 
se fait sur un cytomètre de flux de type 
Luminex qui utilise 2 lasers différents 
permettant une classification des si-
gnaux de fluorescence des billes 
(signature de l’antigène) et une quantifi-
cation de l’immuno-réaction des anti-
corps du sérum patient avec les antigè-
nes de Borrelia recouvrant les billes 
(signature de la réponse immunitaire). 
Le test de confirmation est interprété 
comme négatif (borréliose de Lyme peu 
probable), douteux (borréliose de Lyme 
pas entièrement exclue) ou positif (fort 
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de type Taqman. Cette 
PCR peut s’appliquer à la 
fois sur des échantillons 
cliniques (valve cardiaque, 
expectoration,…) ainsi que 
sur des séras. Les séras 
sont positifs par PCR en 
phase aigüe, lors de primo-
infection avant que la séro-
logie ne se positive.  
Par contre dès qu’une séro-
conversion a eu lieu, les 
séras deviennent négatifs 
en PCR. Les séras peuvent 
être à nouveau positifs par 
PCR lors d’infections chro-
niques endovasculaires 
telle que l’endocardite. 
La charge bactérienne pré-
sente au niveau d’une val-
ve cardiaque infectée peut 
être très importante. Ainsi, 
notre laboratoire de géno-
mique bactérienne d’impor-
tance médicale a pu récem-
ment séquencer le génome 
d’une souche de Coxiella 
directement à partir de l’é-
chantillon, sans amplifica-
tion préalable en culture. 
Ce type de séquençage 
peut être utile lorsque le 
patient souffrant d’endocar-
dite présente une évolution 
défavorable, afin de s’assu-
rer que la souche ne pré-
sente pas d’arguments 
pour une résistance aux 
antibiotiques prescrits. L’a-
nalyse par génomique di-
recte sur échantillons est 
en effet plus efficace, plus 
rapide et moins coûteuse 
qu’une analyse de génome 
effectuée après culture 
cellulaire, d’une part au vu 
de la faible sensibilité de la 
culture cellulaire, et d’autre 
part, de la complexité d’une 
telle analyse qui doit être 
effectuée dans un laboratoi-
re de biosécurité de niveau 3 
pour cet agent. 
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La fièvre Q est une maladie 
zoonotique acquise surtout 
suite à l’exposition à des 
moutons ou chèvres infec-
tés (1). Cette maladie au 
décours parfois sévère est 
l’une des causes majeures 
d’endocardite à hémocultu-
re négative. 
Lausanne est devenue 
centre national de référen-
ce pour la fièvre Q suite à 
l’investigation d’une épidé-
mie survenue dans le La-
vaux en 2012 (2). Dans ce 
contexte, notre laboratoire 
diagnostique propose à la 
fois des tests sérologiques 
pour la fièvre Q, des tests 
PCR et la possibilité de 
séquencer le génome de la 
souche en cause à partir 
d’échantillons.  
La sérologie fièvre Q se 
caractérise par des antigè-
nes de phase 1 (antigène 
naturel généralement té-
moin d’une infection chroni-
que) et des antigènes de 
phase 2 (antigène obtenu 
par culture cellulaire et gé-
néralement témoin d’une 
infection récente, aigüe). 
Les sérologies sont effec-
tuées par immunofluores-
cence et les résultats sont 
donnés en titre (3). Des 
titres élevés supérieurs à 
1/800ème en IgG phase I 
sont généralement témoins 
d’une infection endovascu-
laire (endocardite ou infec-
tion d’une prothèse vascu-
laire aortique).  
La PCR, que nous avons 
développée à Lausanne, 
est une PCR en temps réel 
« Lausanne est 
devenue centre 
national de 
référence pour la 
fièvre Q suite à 
l’investigation 
d’une épidémie 
survenue dans le 
Lavaux en 2012 » 
Figures : Les moutons sont avec les 
chèvres les 2 réservoirs principaux de 
l’agent de la fièvre Q, Coxiella burnetii. 
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cependant pas étayée par leur fréquence 
observée dans les cas de cancers relative-
ment aux cas normaux (HPV53 et 66, Com-
bes et al, 2015). HPV26 est très rare, ce qui 
nous empêche de confirmer sa caractéristi-
que « haut risque », d'où notre classifica-
tion. 
Veuillez noter que nous utilisons un systè-
me de détection additionnel (HPV51 RUO) 
mis à disposition par notre fournisseur pour 
la détection d'HPV51, laquelle manque de 
sensibilité avec le kit original. 
Nous vous rendons attentifs-ves, à ce 
qu'Anyplex HPV28 est limité aux virus des 
muqueuses de la sphère anogénitale, de 
l'oropharynx et des conjonctives. Il ne per-
met donc pas de détecter les HPV commu-
nément associés aux verrues de la peau, 
que nous renonçons à analyser dorénavant 
au vu de leur faible impact clinique et de la 
rareté des demandes les concernant qui 
nous sont soumises. 
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Le génotypage du papillomavirus humain 
(HPV) est proposé depuis 1999 par notre 
institut pour le dépistage du cancer du col 
utérin (cc) en complément de l’examen 
cytologique. Si la valeur prédictive négative 
du test HPV est excellente, sa valeur pré-
dictive positive est médiocre sans intégra-
tion de l’historique HPV des patientes. En 
effet, le risque du cc est fortement lié à la 
persistance de l’infection par un même 
génotype à haut risque, HPV16 en tête. 
Grace à notre base de données spécifique, 
nous offrons un tel suivi pour chaque pa-
tiente. 
Depuis janvier 2016 le test PGMY-CHUV a 
été remplacé par une trousse automatisa-
ble (Seegene Anyplex HPV28) qui est au 
moins aussi sensible et spécifique (2). En 
distinguant 28 génotypes, elle permet éga-
lement d'évaluer la persistance de l'infec-
tion. Vous ne verrez donc pas de différen-
ce dans les rapports d'essais. 
Nous avons réparti les génotypes dans 
trois groupes de risque, visant à optimali-
ser la spécificité clinique du test HPV et 
donc sa valeur prédictive positive. 
HPV à haut risque : 16, 18, 31, 33, 35, 39, 
45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 69, 73 et 82. 
HPV à bas risque : 6, 11, 40, 42, 43, 44, 
53, 54, 61, 66 et 70. 
HPV à risque indéterminé : 26. 
Cette répartition diffère de celle du fournis-
seur pour les trois génotypes suivants : 
HPV26, HPV53 et HPV66. Leur distribution 
originale dans le groupe à haut risque est 
basée essentiellement sur des aspects 
phylogénétiques. Cette distribution n'est 
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important de noter que ces 
mêmes patients peuvent 
rester asymptomatiques 
pendant de longues pério-
des d’où l’importance de 
l’anamnèse de voyage pour 
identifier un séjour en zone 
endémique pour cette ma-
ladie. 
Nous disposons d’une PCR 
en temps réel  hautement 
sensible capable de détec-
ter la présence de très fai-
ble quantité d’ADN de 
Leishmania à partir de dif-
férents types de prélève-
ment. En effet cette PCR 
cible l’ADN kinétoplastique 
dont chaque amastigote 
peut contenir de 1000 à 
10000 copies. Dans le cas 
du diagnostic d’une leish-
maniose viscérale, la sensi-
bilité de cette PCR sur du 
sang périphérique est ainsi 
<<  1 parasite par ml.  No-
tre analyse de cas suggère 
que la leishmaniose viscé-
rale peut se présenter sous 
forme d’une infection sub-
clinique prolongée chez les 
patients immunodéprimés 
(1). 
L’utilisation de la PCR sur 
du sang périphérique de 
façon préemptive pour le 
diagnostic de la leishmanio-
se viscérale chez les pa-
tients immunodéprimés 
asymptomatiques à risque 
de réactivation nécessite 
des investigations complé-
mentaires. Néanmoins, 
penser à cette maladie 
peut permettre un diagnos-
tic précoce par PCR en 
temps réel de façon non 
invasive sur du sang péri-
phérique et une améliora-
tion de la prise en charge  
clinique des patients. Cette 
PCR en temps réel permet 
aussi de suivre l’efficacité 
d’un traitement et de mettre 
en évidence des échecs 
potentiels. 
 
 
Référence : 
Opota O, Balmpouzis Z, 
Berutto C, Kaiser-Guignard 
J, Greub G, Aubert JD and 
Jaton K.  
Visceral leishmaniasis in a 
lung transplant recipient: 
usefulness of highly sensi-
tive real-time polymerase 
chain reaction for pre-
emptive diagnosis.  
Transplant infectious dis-
ease : an official journal of 
the Transplantation Soci-
ety. 2016. 
 
 
Chez les transplantés d'or-
gane solide, le diagnostic 
de la leishmaniose viscéra-
le est souvent retardée en 
raison de signes et de 
symptômes non spécifi-
ques. Une étude de cas 
que nous avons réalisée 
révèle que la PCR en 
temps réel a le potentiel 
d’accélérer le diagnostic de 
cette maladie et soulève la 
question d’une stratégie de 
diagnostic préventif de la 
leishmaniose viscérale ba-
sée sur la PCR en temps 
réel chez les patients à 
risque dans le but d’accélé-
rer le diagnostic de cette 
maladie (1). 
La leishmaniose viscérale 
est la forme la plus sévère 
de la leishmaniose, maladie 
due à des parasites proto-
zoaires du genre Leishma-
nia transmis à l'homme par 
la piqûre de femelles phlé-
botomes infectés ; non trai-
tée, elle peut être mortelle. 
On estime à 1,3 millions le 
nombre de nouveaux cas 
annuel et de 20.000 à 
30.000 le nombre de décès 
dus à cette maladie avec 
un nombre croissant d’in-
fections chez les patients 
immunodéprimés. Chez les 
transplantés d'organes 
solides, jusqu’à 25% des 
diagnostics sont posés plus 
de 1 mois après le début 
des symptômes. Il est aussi 
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« Le diagnostic 
précoce de la 
leishmaniose 
viscérale est 
possible par PCR 
sur le sang ». 
Figure :  
Frottis sanguin permettant de visualiser des 
amastigotes intra-leucocytaires (images tirée 
de Opota et al., Transpl Infect Dis 2016)  
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vétérinaire), avec une 
transmission humaine  se-
condaire. 
Afin de connaître la diffu-
sion de ce nouveau déter-
minant de résistance MCR-
1 nous avons réalisé rapi-
dement en mars 2016 une 
étude rétrospective parmi  
les 257  souches de d’enté-
robactéries isolées d’hémo-
cultures du CHUV en 
2015 ; E. coli (n = 164), 
Klebsiella pneumoniae (n = 
41), Enterobacter cloacae 
(n = 16), Klebsiella oxytoca 
(n = 14), Enterobacter ae-
rogenes (n = 6), Citrobacter 
koseri (n = 5), Citrobacter 
freundii (n = 5), Hafnia alvei 
(n = 3) Kluyvera ascorbata 
(n = 1), et Salmonella sero-
var enteritidis (n = 2). Les 
souches ont été screenées 
dans un premier temps 
grâce au test de diagnostic 
rapide de la résistance aux 
polymyxines que nous 
avions mis au point (Rapid 
Polymyxin NP  test , photo) 
Ce test est extrêmemet 
spécfique et sensible. Puis 
le gène MCR-1 a été re-
cherché par PCR en temps 
réel. Quatre souches (3 
souches de H. alvei et une 
seule E. cloacae) étaient 
résistantes à la colistine 
(taux de prévalence de 
cette résistance, 1,17 %). 
Aucune souche ne possé-
dait de gène MCR-1. Cette 
étude montre que, vraisem-
blablement  la diffusion du 
gène MCR-1 dans le milieu 
hospitalier suisse n’a pas 
encore eu lieu à une forte 
fréquence. 
Il et donc intéressant de 
tester systématiquement au 
moins toute souche d’enté-
robactérie productrice de 
c a r b a p é n è m a s e s 
(multirésistantes)  pour 
cette résistance à la colisti-
ne. L’utilisation du test de 
diagnostic rapide mis au 
point sera donc d’un grand 
intérêt et permettrait de 
prévenir la diffusion de ce 
nouveau marqueur de ré-
sistance aux antibiotiques.  
La résistance aux poly-
myxines additionnée de 
celle aux carbapénèmes 
est potentiellement redou-
table ! 
Référence : 
P . Nordmann, L. Assouvie,  
G Prod’Hom,  L. Poirel and G. 
Greub (2016).  
Screenig of plasmid-
mediated MCR-1 colistin-
resistance from bacteremia.  
Eur J Clin Microbiol Infect 
Dis, in press 
 
 
 
 
 
Les polymyxines (colistine 
notamment), antibiotiques 
naturels découverts en 
1947, ont été d’usage limi-
tés en Médecine dans les 
cinquante dernières an-
nées . La raison de la faible 
utilisation de cette classe 
d’antibiotiques réside dans 
(i) leur toxicité potentielle 
neurologique et rénale , (ii) 
leur faible diffusion tissulai-
re (iv) leur pharmacocinéti-
que peu étudiée et (iv) la 
mise au point  de nouveaux 
antibiotiques très efficaces 
depuis les années 60.  
Cependant, étant donné la 
croissance rapide des ré-
sistances aux antibiotiques 
chez les Gram négatifs, les 
polymxyines font l’objet  
désormais d’un regain d’in-
térêt. Leur usage est main-
tenant quasi-quotidien dans 
des pays comme la Grèce 
ou l’Italie. Cette augmenta-
tion de l’usage des poly-
myxines s’accompagne de 
résistance à ces antibioti-
ques que l’on croyait uni-
quement chromosomiques 
c’est à dire non transféra-
ble. Or en novembre 2015, 
coup de tonnerre, la résis-
tance transférable plasmidi-
que (MCR-1) a été rappor-
tée en Chine,  dans de très 
nombreux isolats humains, 
animaux  et environnemen-
taux (essentiellement E. 
coli). Nous avions rapporté 
en décembre 2015 la pre-
mière souche qui exprimait 
à la fois MCR-1 et une car-
bapénèmase VIM-1 prove-
nant du milieu communau-
taire de Genève, de même 
que d’autres souches de E. 
coli MCR-1 isolées en mi-
lieu hospitalier à Neuchâtel. 
Depuis début 2016, de 
nombreuses études inter-
nationales font état de la 
diffusion de souches MCR-
1 dont le réservoir semble 
être clairement le monde 
animal (très large usage 
des polymyxines en milieu 
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« La résistance aux 
polymyxines est 
potentiellement 
redoutable si elle 
survient chez une 
souche résistante 
aux 
carabapénèmes » 
Figure : La souche sensible ne pousse pas en 
présence de colistine (absence de virage de 
l’indicateur de croissance, restant rouge) alors 
que la souche résistante pousse en présence de 
colistine (virage de l’indicateur de croissance du 
rouge au jaune). Résultat < 2h. Sensibilité 99 %, 
spécificité 95 %. 
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La microbiologie diagnostique est en constante évolution, et parmi les mandats des 
spécialistes FAMH et des techniciennes et techniciens œuvrant dans les laboratoires 
de microbiologie, la recherche et développement (R&D) sont essentiels pour offrir une 
technologie de pointe et des méthodes diagnostiques fiables, de haute sensibilité et 
spécificité, aux demandeurs d’analyses. Ce secteur de R&D est favorisé par la locali-
sation sous un même toit, à l’Institut de Microbiologie de l’Université de Lausanne, de 
techniciens, biologistes et médecins spécialisés en microbiologie médicale diagnosti-
que et de chercheurs actifs en recherche fondamentale. L’ensemble de l’équipe R&D 
se réunit sur une base hebdomadaire afin de partager les difficultés et de valider les 
développements. Ainsi, le groupe R&D participe activement à atteindre les objectifs 
de nos laboratoires de microbiologie qui sont  : 
 
- D’assurer des prestations de qualité comprenant : fiabilité, contrôle de qualité, indi-
cateurs de qualité, formation continue des TABs et des universitaires, et veille tech-
nologique. 
 
- De veiller au contrôle budgétaire, comprenant : efficience, analyse de coûts/
 efficacité, adaptation des prestations aux dotations et réciproquement, autofi
 nancement partiel des activités R&D (génomique et métagénomique, p.ex.), 
 et accroissement de la clientèle externe. 
 
- De favoriser le rayonnement national et international par des innovations et une 
offre de prestations uniques en Suisse et une valorisation des activités R&D par des 
publications internationales.  
Vous  trouverez cette newsletter ainsi que les précédents numéros sur notre site internet à 
l’adresse ci-dessous. 
http://www.chuv.ch/microbiologie 
I N N O V A T I O N S  E N  M I C R O B I O L O G I E  
D I A G N O S T I Q U E   
 
N O U V E A U  S I T E  I N T E R N E T  D E  
L ’ I N S T I T U T  D E  M I C R O B I O L O G I E   
 
« Assurer des 
prestations de 
qualité, innover et 
favoriser le 
rayonnement de 
l’institution ! » 
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